ストレスキナーゼJNKsシグナル伝達系による慢性炎症の調節＜慢性炎症に対する取り組みと最近のトピックス＞ by 高田 栄子
東　京　医　科　大　学　雑　誌─ ─ 第 70巻　第 1号122
（　　）33
S1.
ストレスキナーゼ JNKsシグナル伝達系による
慢性炎症の調節
（免疫学）
　高田　栄子
緒　　　言
　感染やストレスなどを含む種々の環境因子が慢性
炎症の発症・遷延化に重要な役割を果たしており、
慢性炎症が神経変性疾患、自己免疫疾患、及びある
種の悪性腫瘍の発症や遷延化などの病態形成に深く
関わっているということが示唆されている。慢性炎
症局所では、免疫担当細胞の集積、血管新生、リモ
デリングなどが観察され、その発現には炎症性サイ
トカイン・ケモカインの分泌、エフェクター細胞の
活性化、制御性細胞の活性化などが重要な役割を果
たしている。一方、感染や紫外線などの環境因子に
よって活性化されるストレスキナーゼ JNK （c-Jun 
N-terminal kinase）はMAPKs （mitogen-activated pro-
tein kinases）の一員であり、MAP3K が MAP2K
（MKK4/MKK7）を、MAP2Kが JNKの 183番目ス
レオニンと 185番目チロシンをリン酸化して活性化
される。JNKには 3種類のアイソフォームがあり、
JNK1・JNK2 はユビキタスに発現しているが、
JNK3は脳・心臓に発現し、造血細胞には発現して
いない。
　慢性炎症は急性炎症や病原体の調節が不適当であ
ると誘導される。病原体は樹状細胞などに発現する
TLR（Toll like receptor）のようなパターン認識受容
体によって認識される。JNKは TLRをはじめとし
て T細胞受容体および B細胞受容体を介するシグ
ナルやサイトカインの刺激により活性化されること
が知られている。JNKは細胞増殖・細胞死、細胞
分化、寿命などの調節に関与しており、その発現お
よび機能異常によって慢性炎症が誘導され、結果と
して肝炎、動脈硬化、リウマチ、神経変性疾患、免
疫関連疾患などを発症することが、JNKインヒビ
ターや遺伝子操作動物を用いた研究によって明らか
にされている。従って、ストレスキナーゼ系の活性
化を修飾することにより、慢性炎症を基本とする疾
患を制御することが可能であると考えられ、一部で
は臨床トライアルが行われているが、必ずしも満足
すべき結果が得られているわけではない。
　現在、その原因が考察されているが、JNKのそ
れぞれのアイソフォ－ムの機能が明確でないことも
原因のひとつと考えられ、種々の観点における課題
を克服することによって臨床応用が可能となると期
待できる。
　今回、慢性炎症の一形態である気管支喘息モデル
を中心として、JNKシグナル伝達系が炎症の発症・
遷延化の病態形成にどのような役割を果たしている
か、動物レベルでの知見を基にして報告すると共に、
病態に基づいて慢性炎症の制御法についても考察を
加えたい。
方　　　法
　マウスは C57BL/6J 野生型（wt）、JNK1 欠損
（JNK1-/-）　JNK2欠損（JNK2-/-）の 8から 10週齢
メスマウスを用いた。
　OVA（Ovalbumin）誘導性の実験的気管支喘息は 
Fig. 1に従い免疫補助剤のアラムを使用せずに OVA
単独で誘導した。
　病理学的検討はヘマトキシリンエオジン（HE）
染色とパス（PAS）染色を行った。
　気管支肺胞洗浄液（BALF）の細胞数および細胞
の種類はシスメックス社の多項目自動血球分析装置
で測定した。
　抗原特異的免疫グロブリンの測定は酵素抗体法に
て行った。
シンポジウム
Fig. 1　OVAによる気管支喘息の誘導
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　サイトカインの測定はMeso Scale Discovery 社の
キットを用いて SECTOR Imagerで測定した。
　リンパ球受身移入実験は脾臓細胞より T細胞・B
細胞・CD4+T細胞をオートMACS（ミルティニー社）
で分画して、それぞれ 1×107個の細胞を Rag2-/-マ
ウスの尾静脈より注射し 36時間後に OVAを腹腔内
投与して Fig. 1に従って気管支喘息を誘導した。
結　　　果
1.　JNK1欠損・JNK2欠損マウスにおける OVA
誘導性気管支喘息の発症
　肺組織の炎症反応は wtに比べ JNK1-/-および
JNK2
-/-共に抑制された。BALFの総細胞数は JNK1-/-
および JNK2-/-共に減少し、特に JNK2-/-で有意に低
下していた。また JNK2-/-では好酸球・好中球・リ
ンパ球の低下が見られ、特に好酸球の著しい低下が
認められた。一方、JNK1-/-では好中球・リンパ球で
wtと差を認めず、好酸球のみ低下を示した。（Fig. 2）
　以上の結果から JNK1-/-および JNK2-/-マウスで炎
症反応が抑制され、JNK1および JNK2が気管支喘
息の発症に関わっていることが示唆された。
2.　気管支喘息マウスにおける血清中の OVA特
異的免疫グロブリンの測定
　OVA誘導性気管支喘息を発症したマウス血清中 の抗原特異的免疫グロブリン（IgE・IgG1・IgM・
IgG2a）を測定した。wtに比べ JNK2-/-では IgEと
IgG1の著しい低下を認めたが、JNK1-/-では差を認
めなかった。（Fig. 3）
3.　BALFのサイトカイン測定
　気管支喘息を誘導したマウスの BALFのサイト
カインを測定した。Th1サイトカインの IFN-Ȗ・IL-
10・IL-12はwtと JNK1-/-で差が認められなかったが、
JNK2
-/-では IFN-Ȗと IL-10で低値を示した。一方
Th2サイトカイン IL-4・IL-5・IL-6は JNK1-/-で wt
より高値を示したのに対し、JNK2-/-では IL-4で有
意に低値を示した。（Fig. 4）
　以上の結果から気管支喘息の発症に関わる JNK
の作用機序が JNK1と JNK2で異なることが示唆さ
れた。
4.　リンパ球受身移入実験
　気管支喘息の発症が著しく抑制される JNK2-/-に
ついて、JNK2が T細胞・B細胞どちらの機能に作
用するかを調べる目的で移入実験を行った。wtお
よび JNK2-/-より T細胞・B細胞を分画し、種々の
組み合わせで Rag2-/-マウスに移入し、気管支喘息Fig. 2　OVA誘導性気管支喘息マウスにおける BALFの細胞
Fig. 3　OVA誘導性気管支喘息マウスにおける血清中の抗原
特異的免疫グロブリン
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を誘導した。その結果 wtの T細胞と B細胞の組み
合わせに比べ、wtT細胞と JNK2-/-B細胞、JNK2-/-T
細胞と wtB細胞、JNK2-/-の T細胞と B細胞のいず
れの組み合わせでも BALFの総細胞数および好酸
球数が低下した。さらに JNK2-/-の T細胞と B細胞
の組み合わせでは相乗効果が見られたことから、
JNK2は T細胞および B細胞の双方で作用している
と示唆された。次に wtと JNK2-/-より CD4+T細胞
を分画し、Rag2-/-マウスに移入して喘息を発症させ
た。BALFの総細胞数および好酸球数が JNK2-/-由
来の-CD4+T細胞移入マウスで低下し、発症が抑制
された。以上の結果から少なくとも気管支喘息の発
症において T細胞の JNK2が正の調節をしている可
能性が示唆された。
考　　　察
　JNKインヒビターによる OVA誘導性気管支喘息
マウスにおける平滑筋収縮の抑制1）、ヒト末梢血液
由来 B細胞の IgE産生の抑制2）、ラットにおける
OVA誘導性気管支喘息の発症抑制など気管支喘息
における JNKの関与についての報告は多い。しか
し JNKインヒビターを用いた実験ではインヒビ
ターがアイソフォーム特異的ではないためアイソ
フォームに関係なく活性が抑制され、JNK1と
JNK2の役割を解析することは不可能であった。
　我々の JNK遺伝子操作動物を用いた実験的気管
支喘息マウスの結果からも、喘息の発症に JNKが
Fig. 4　OVA誘導性気管支喘息マウスにおける BALFのサイ
トカイン濃度
Fig. 5　T細胞の免疫応答における JNKの役割
Fig. 6　疾患における JNKアイソフォームの役割
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関与していることが明らかとなった。さらに OVA
誘導性気管支喘息の発症が抑制される JNK1-/-と
JNK2
-/-マウスを比較すると血清中の OVA特異的な
IgE産生や、BALFの Th1および Th2サイトカイン
の産生に差があることから、気管支喘息の発症に関
わる機序が JNK1と JNK2で異なることが示唆され
た。また、T細胞の免疫反応における JNKの役割は、
JNK1がナイーブ CD4+T細胞の Th2への分化を抑制
するのに対し、JNK2は Th1への分化を誘導すると
されている（Fig. 5）3）。BALF中のサイトカインは
wtに比べ JNK1-/-では Th2サイトカインが増加し、
JNK2
-/-では Th1サイトカインが低下していた。従っ
て、BALFのサイトカインは T細胞の免疫反応にお
ける JNKの役割を反映していると思われた。しか
し、Th2サイトカインが増加する JNK1-/-と Th1サ
イトカインが減少する JNK2-/-で気管支喘息の発症
が抑制されたことから、気管支喘息における JNK
の機序をサイトカインの産生だけで説明することは
できなかった。
　JNK1と JNK2の作用機序の違いは喘息以外の炎
症性疾患でも報告されている。コラーゲン誘導性関
節炎では発症率および症状が wtに比べ JNK1-/-で抑
制、JNK2-/-で増強した4）。アテローム硬化症では
JNK1
-/-および JNK2-/-で症状の抑制が認められ、特
に JNK2-/-では有意に抑制された5）。実験的動脈硬化
症の血管内皮細胞では JNK1のリン酸化が誘導され
細胞増殖因子である RelAの発現が増強したが
JNK2の関与は認められなかった6）。また I型糖尿病
は JNK2-/-で抑制される7）が、II型糖尿病は JNK1-/-
で抑制された8）など Fig. 6に示すように疾患によっ
て JNKのアイソフォームの機能は異なっていた。
したがって JNKを標的とした治療では、JNKイン
ヒビターの特異性が重要である。従来のインヒビ
ターは ATPと競合的に作用するものが用いられた
が、これらはアイソフォームに特異的ではない。一
方、MAPKシグナル伝達系ではMAP3K・MAP2K・
MAPKが順番に足場蛋白質（scaffold protein）とそ
れぞれ異なる部位で結合することによって活性化さ
れることが明らかとなり、JNKに特異的な足場蛋
白質は JIP-1（JNK interacting protein-1）であること
が分かった9）。従って、それぞれのアイソフォーム
に対応する JIP-1由来のインヒビターあるいは ATP
と競合しない各アイソフォーム JNKが結合する
JIP-1部位に特異的なインヒビター、ATPおよび特
異的 JIP-1の両方の結合を阻害するインヒビター10）
など特異的なインヒビターを開発することが可能で
あり、慢性炎症の発症・遷延化の病態形成を調節す
ることが期待できると思われる。
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S2.
関節リウマチ : 自己抗体産生と関節炎のメカニ
ズム
（リウマチ膠原病内科）
　沢田　哲治
　関節リウマチ（rheumatoid arthritis, RA）における
自己抗体は最近のリウマチ学研究のトピックスのひ
とつである。特に、抗 CCP（cyclic citrullinated pep-
tide、環状シトルリン化ペプチド）抗体は RAに特
異性の高い自己抗体であり、早期例を含め感度はリ
ウマトイド因子と同等以上であり、早期診断を含む
RA診断に有用であることから注目されている。さ
らに、抗CCP抗体陽性RAの関節破壊の進行は早く、
関節破壊の予測マーカーとしても有用である1）。
　自己免疫疾患は遺伝要因を有する個体に環境要因
が作用することにより発症すると考えられている
が、抗 CCP抗体の有無により RAを二分した場合、
臨床経過のみならず、それぞれの遺伝因子や環境因
子も異なる2）。すなわち、RAの遺伝要因として最
も 寄 与 度 が 高 い HLA（human leukocyte antigen）
-DRB1遺伝子が関連するのは抗 CCP抗体陽性の
RAのみである。また、自己抗体は自己免疫疾患の
発症に先行して出現することが明らかにされてお
り、抗 CCP抗体も関節炎発症の数年前から血液中
に検出されることが明らかにされている3）4）。さら
に、抗 CCP抗体が認識する自己抗原はペプチド中
のシトルリン残基を含むエピトープであるが、ペプ
チド中のアルギニン残基をシトルリンに変換する酵
素のひとつである PAD4（peptidylarginine deiminase 
type 4）は RAの疾患感受性遺伝子である5）。従って、
RAの発症には多段階のステップがあり、当初は抗
CCP抗体やリウマトイド因子などが検出されるだ
けの自己免疫現象の状態であるが（Preclinical 
phase）、さらに環境因子が作用することにより自己
免疫病の発症に至ると考えられる。また、関節炎発
症前から抗 CCP抗体が検出されるということは、
抗 CCP抗体は単なる関節炎の結果として産生され
るわけではないことを意味する。
　抗 CCP抗体はシトルリン化ペプチドに対する自
己抗体であるが、その発見は antiperinuclear factor
や抗ケラチン抗体の報告にまで遡る。その後これら
の自己抗体が認識するのはシトルリン化ペプチドで
あることが明らかにされた。当初抗CCP抗体はフィ
ラグリンのシトルリン化部位を含む環状ペプチドを
用いて検出されたが（第 1世代）、現在本邦では感
度を向上させた第 2世代の抗 CCP抗体が用いられ
ている。第2世代抗CCP抗体の診断性能に関しては、
私たちも RA 549例、コントロール疾患 208例の血
清を用いた検討を行い6）、RAにおける抗 CCP抗体
の感度は 87.6%、特異度は 88.9%であり、ともにリ
ウマトイド因子より有意に優れていることを示した
（それぞれ 69.8%、81.7%）。さらに、抗 CCP抗体は
RAの予後不良因子のひとつであり、抗 CCP抗体価
は関節破壊と相関することも報告されている。この
ように、抗 CCP抗体は RAの診断（早期診断を含む）
および予後予測に極めて有用な血清学的検査であ
り、本邦でも 2007年に保険収載され、実地臨床で
用いられている。一方、これまで RAの診断には
1987 年 の ACR（American College of Rheumatology, 
米国リウマチ学会）分類基準が広く用いられてきた。
この基準により RAという疾患を明確に分類するこ
とが可能であるが、早期治療の対象となるような早
期 RAの診断には不向きであった。そこで、2010
年に ACR（米国リウマチ学会）/EULAR（欧州リウ
マチ学会）により RAの分類基準が改定された。こ
の新しい分類基準ではじめて抗 CCP抗体も血清学
的検査項目の一つとして取り入れられている。
　抗 CCP抗体が認識するエピトープはペプチドの
シトルリン残基を中心とするアミノ酸配列である。
現在広く用いられている第 2世代抗 CCP抗体が認
識する抗原はシトルリンを含む合成環状ペプチドラ
イブラリーのスクリーニングから同定されたペプチ
ドであり、必ずしも生体内には存在しない配列であ
る。そこで、RA発症に関与するシトルリン化自己
